Desarrollo y validación de una técnica analítica verde para la determinación de Diazepam en tabletas mediante cromatografía líquida de alto performance by Ruiz Pacco, Gustavo Adolfo
 
 
PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATÓLICA DEL PERÚ  





DESARROLLO Y VALIDACIÓN DE UNA TÉCNICA ANALÍTICA VERDE PARA 
LA DETERMINACIÓN DE DIAZEPAM EN TABLETAS MEDIANTE 
































En el presente estudio se diseñó una metodología analítica rápida y ecoamigable para la 
cuantificación de diazepam en tabletas por Cromatografía Líquida de Alta Resolución 
(HPLC) basada en el criterio de reemplazo de solventes peligrosos y optimización de los 
parámetros cromatográficos. La fase móvil resultante está constituida por una mezcla de 
etanol-agua (70 : 30), la velocidad de flujo de 1 mL/min, longitud de onda de detección de 
254 nm y temperatura de horno de 60 °C; la fase estacionaria está compuesta por un 
soporte de octadecil silano (C18) de 5 µm de diámetro y 250 mm de longitud de columna. 
El tiempo de retención del diazepam es de 2,96 minutos y el tiempo de corrida por muestra 
es de 5 minutos. De acuerdo a los parámetros de validación aplicados, el intervalo de 
concentración para la detección de este analito se encuentra en el rango de 80 a 120 %, 
resultando exacto con porcentaje de recuperación mayores al 97 %, preciso con RSD 
menores al 2 %, selectivo al no presentar interferencias por parte del solvente extractivo y 
los excipientes, así también robusto al no ser afecto a pequeñas variaciones planteadas. 
Finalmente, al comparar con el método analítico normalizado de la farmacopea americana, 
se observa mediante las métricas verdes que el método validado es verde en los 4 
parámetros de evaluación del pictograma NEMI y presenta mayor puntaje en la ecoescala 
analítica, por lo que se constituye en un método analítico con menor impacto al medio 
ambiente. 
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In the present study, a rapid and eco-friendly analytical methodology was designed for the 
quantification of diazepam in tablets by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
based on the criterion of replacement of hazardous solvents and optimization of 
chromatographic parameters. The resulting mobile phase consists of a mixture of ethanol-
water (70: 30), the flow rate of 1 mL / min, detection wavelength of 254 nm and oven 
temperature of 60 °C; The stationary phase is composed of an octadecyl silane support 
(C18) of 5 μm diameter and 250 mm column length. The retention time of diazepam is 2,96 
minutes and the running time per sample is 5 minutes. According to the applied validation 
parameters, the concentration range for the detection of this analyte is in the range of 80 to 
120 %, being accurate with recovery percentage greater than 97 %, accurate with RSD less 
than 2 %, selective for not present interferences by the extractive solvent and the excipients, 
as well as robust due to not being affected by small variations. Finally, comparing with the 
standardized analytical method of the American Pharmacopoeia, it is observed through the 
green metrics that the validated method is green in the 4 parameters of evaluation of the 
NEMI pictogram and has a higher score in the analytical eco-scale, so it is constituted in a 
analytical method with less impact on the environment. 
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5-HTA: Receptor de serotonina o de 5-hidroxitriptamina 
ACN: Acetonitrilo 
BP: British Pharmacopeia (Farmacopea Británica) 
C18: Soporte de columna de octadecilsilano 
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RSD: Relative Standard Deviation (Desviación estándar realativa) 
T1/2: Tiempo de vida media 
THF: Tetrahidrofurano 
USP: United States Pharmacopeia (Farmacopea Americana) 
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Los benzodiacepinas son sedantes hipnóticos aplicados en el tratamiento de trastornos 
del sueño, tratamiento coadyuvante en síndromes convulsivos y epilépticos, así como 
en el trastorno de ansiedad1. Según la OMS, una de cada cinco personas padece de 
depresión y ansiedad, esta cifra ha ido en aumento con el pasar de los años, para ello 
es requerido en sus casos más leves, el tratamiento ansiolítico, siendo los 
benzodiacepínicos los fármacos de mayor demanda y prescripción médica2. Se observa 
que la producción mundial de benzodiacepinas, especialmente del diazepam, es de 
interés de la industria farmacéutica, por ello se producen medicamentos que contienen 
estos principios activos bajo diferentes presentaciones: tabletas, cápsulas, inyectables, 
entre otros; los cuales deben ser sometidos a procedimientos minuciosos para 
garantizar la calidad del producto, desde su génesis como materia prima3. 
En los departamentos de control de calidad de medicamentos es habitual que la 
valoración de activos se realice mediante cromatografía líquida de alta performance 
(HPLC) ya sea por técnica analítica normalizada (USP, BP, JP, etc) o no normalizada 
(técnica propia validada), que permite separar y cuantificar analitos de interés, además, 
los cromatógrafos pueden trabajar en serie por jornadas amplias4. Se utiliza un sistema 
en fase reversa: fase estacionaria apolar (C8, C18, entre otros empaquetamientos) y 
fase móvil polar, siendo los solventes más empleados el metanol, agua y acetonitrilo, 
mientras que el THF, acetona y soluciones buffer se usan en menor proporción5. Estos 
solventes son colectados, tratados y eliminados mediante algún sistema de tratamiento 
de residuos6, sin embargo, generan impacto negativo al medio ambiente siendo más 
representativo el caso del acetonitrilo7, según las guías de clasificación de solventes de 
la química verde, lo consideran como un solvente “problemático”8. Por otro lado, de 
acuerdo a las pruebas de dosis letal media, el acetonitrilo resulta ser un solvente nocivo 
en caso de ingestión o contacto con la piel que puede provocar irritación ocular grave y 
a la vez nocivo en caso de inhalación, por tanto, puede afectar al analista operador en 
su manipulación9.  
Dentro de los principios de la química analítica verde, se recomienda la sustitución de 
solventes, enfocándose en el caso de la cromatografía líquida en el reemplazo del 
acetonitrilo por otros que presenten un menor impacto10. Así también, estos principios 
destacan la optimización cromatográfica a través de la reducción de tiempos de análisis 
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por el uso de columnas más cortas y de menor tamaño de partícula, también por la 
aplicación de temperaturas mayores a la del ambiente (25 °C) para disminuir los tiempos 
de retención de los analitos y optimizar su separación11. Para garantizar la eficacia de 
las técnicas analíticas modificadas (no normalizadas) se aplica un plan de validación12 
y además se verifica cuán ecoamigable es dicha técnica por medio de un sistema de 
métricas. En química analítica verde estas métricas pueden ser cualitativas 
(pictogramas NEMI) o cuantitativas (Eco-escala de puntaje)13.  
Para el caso de los fármacos benzodiacepínicos existen algunas propuestas de técnicas 
analíticas propias basadas en el reemplazo de solventes14-17, como en el estudio de 
Eldin Ahmed et al. (2014) quienes realizaron el desarrollo de un método en HPLC para 
determinar clonazepam y sustancias relacionadas (impurezas por degradación en el 
tiempo) en formulados farmacéuticos. Para ello aplicaron criterios de la química analítica 
verde (GAC), reemplazaron la fase móvil de referencia: buffer fosfato de amonio pH = 
8; metanol: tetrahidrofurano (60 : 52 : 13) por solventes alternativos: dodecilsulfato de 
sodio, buffer acetato de sodio pH = 3,5 e isopropanol (25 : 55 : 20)18. Según la 
farmacopea americana (USP), el sistema de solventes para la valoración de una 
benzodiacepina de interés como el diazepam (tanto en la forma de principio activo como 
de tabletas) es acetonitrilo: agua: metanol (2 : 2 : 1)19, ante la poca literatura sobre 
nuevas técnicas analíticas verdes, se busca a través del presente estudio efectuar el 
desarrollo analítico y validación de una propuesta verde por HPLC para la determinación 
del diazepam bajo la forma de principio activo, basado en el principio de reemplazo de 
solvente (acetonitrilo) y optimización de los parámetros analíticos, así como la aplicación 
de las métricas correspondientes para verificar cuán verde resultará la técnica 
desarrollada a fin de ser aplicada en los análisis de rutina en laboratorios de control de 
la industria farmacéutica.  
El control de calidad de medicamentos es bastante estricto y riguroso, ello implica que 
las técnicas aplicadas para la valoración (cuantificación) de principios activos sean de 
fuentes normalizadas (farmacopeas) o en su defecto, sean validadas. La gran mayoría 
de laboratorios aplican las técnicas de las farmacopeas y solo en casos excepcionales 
(cuando no está referenciado el activo) realizan la validación. Las técnicas analíticas de 
valoración habituales emplean en su mayoría la cromatografía líquida de alto 
performance (HPLC), utilizando los solventes en las proporciones que se indican en las 
farmacopeas; sin embargo, muchos de estos como es el caso del tetrahidrofurano o el 
acetonitrilo, implican exposición a la salud del analista químico e impactan 
negativamente al medio ambiente cuando son desechados. Un compuesto de interés 
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para la industria farmacéutica como el diazepam (bajo la forma de materia prima de 
principio activo y producto terminado tipo tableta) según la farmacopea americana 
(USP), emplea en su sistema de solventes al acetonitrilo, compuesto considerado como 
“peligroso” al medio ambiente.  
 
1.1 FORMULACIÓN DEL PROBLEMA 
En la revisión de literatura realizada, se observó que al ser la química analítica verde un 
campo nuevo dentro de la química, hay pocos casos de estudios con propuestas verdes 
validadas para la determinación de principios activos de interés como es el caso de los 
benzodiacepínicos, por lo que se considera imperioso, realizar un estudio completo que 
establezca el desarrollo y validación de una propuesta analítica verde para la valoración 
de diazepam, fármaco ansiolítico de amplio uso, por cromatografía líquida de alto 
performance HPLC y que además considere las métricas verdes, porque en general la 
gran mayoría de estudios de este corte, solo presentan los resultados de la validación y 
obvian considerar las métricas que propone la química verde para evaluar en realidad 

















Desarrollar y validar una técnica analítica, según los parámetros y métricas de la química 
verde, para la determinación de diazepam en tabletas mediante cromatografía líquida 
de alta performance. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
− Establecer una propuesta verde (según los principios de la GAC) a la técnica 
analítica normalizada de la Farmacopea Americana para la valoración de diazepam 
en tabletas 
− Evaluar el desempeño de la técnica verde propuesta (Fase de desarrollo analítico) 
− Establecer y ejecutar los parámetros de validación en función a criterios 
quimiométricos y estadísticos 
− Comparar el desempeño de la propuesta analítica verde respecto a la técnica 
normalizada de la Farmacopea Americana para valoración de diazepam en tabletas  
− Definir y ejecutar las métricas cuali-cuantititavas para determinar cuán ecoamigable 











II. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 ANSIEDAD Y ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 
La ansiedad es un fenómeno mental que se manifiesta por medio de procesos 
defensivos del organismo del sujeto, puede ser volitivo al potencial del desarrollo de la 
personalidad, la consecución de metas y para mantener el rendimiento a nivel laboral y 
comportamental. Esta al presentarse de forma excesiva puede ser contraproducente 
para la salud mental, conduciendo a enfermedades y afectando al adecuado 
desenvolvimiento del sujeto20. 
De acuerdo a la clasificación internacional de las enfermedades y problemas 
relacionados a la salud (décima revisión), en el capítulo V dedicado a los trastornos 
mentales y del comportamiento, la ansiedad se ubica principalmente dentro de los 
trastornos neuróticos secundarios a situaciones estresantes y somatomórficas, 
destacando el trastorno mixto de ansiedad y depresión, el trastorno de ansiedad 
orgánico y el trastorno de ansiedad generalizada21. 
Las enfermedades y trastornos mentales comunes tales como la ansiedad y la depresión 
son muy frecuentes, tal es así que estudios epidemiológicos realizados en nuestro país, 
a cargo del Instituto Especializado en Salud Mental Honorio Hideyo Noguchi indican que 
un 37 % de la población tiene la posibilidad de padecer un trastorno mental en alguna 
etapa de su vida22.  
Aproximadamente el 50 % de personas que padecen depresión evidencian además 
episodios de ansiedad, es decir que ambas se encuentras correlacionadas23. 
Actualmente el abordaje de la salud mental constituye una de los principales ejes de 
acción del Ministerio de Salud, siendo la reciente ley N° 30947 Ley de Salud Mental, uno 
de los principales logros para democratizar el acceso a servicios de salud mental 
comunitarios y especializados a nivel nacional. Destacándose que ahora los 
establecimientos farmacéuticos de todo el Perú deberán contar con un 30 % de su stock 
en medicamentos psicofármacos del listado de medicamentos esenciales priorizados 
por el Ministerio de Salud y la Digemid, quien se encargará de fiscalizar la ejecución de 




2.2 FARMACOS ANSIOLÍTICOS. BENZODIACEPINAS 
Los fármacos ansiolíticos son aquellos que atenúan o eliminan la sensación de 
ansiedad, sin provocar sedación o sueño en el paciente. Sin embargo, dosis 
aumentadas de estas sustancias pueden generar la sedación, sueño, anestesia y hasta 
la muerte25. 
Los fármacos ansiolíticos se clasifican en sedantes hipnóticos: benzodiacepinas, 
barbitúricos y meprobamato; agonistas parciales de los receptores 5-HTA1A: buspirona, 
ipsapirona y gepirona; los que producen bloqueo de componentes vegetativos: 
neurolépticos, antidepresivos25. 
Los benzodiacepinas se caracterizan por tener en común el núcleo del anillo 
benzodiazepínico. La mayoría poseen los N del anillo en la posición 1 y 4. Además de 
tener el radical cloro en posición 7 como es el caso del diazepam, flurazepam, oxazepam 
y temazepam o NO2 como el clonazepam25 (Ver figuras1 y 2). 




Fig. 2. Clasificación de las benzodiazepinas de acuerdo al tiempo de vida media27 
 
Las benzodiazepinas son consideradas dentro del formulario nacional como 
medicamentos esenciales debido a su importancia en la salud pública, de allí que se 
requieran en todos los establecimientos de salud y oficinas farmacéuticas del país 28,29. 
 
2.2.1 EL DIAZEPAM 
El diazepam es una benzodiazepina de potencia media que es usada comúnmente 
como anticonvulsivante, ansiolítico, sedativo y para la miorrelajación. Se constituye 
como la benzodiazepina más usada para tratar los síntomas de la ansiedad; está 
disponible en presentaciones intramusculares e intravenosas (inyectables), orales 
(tabletas y cápsulas), rectales y en geles. Habitualmente las dosis de 2 a 10 mg vía oral 
2 a 4 veces por día, es utilizada para tratar la ansiedad, esto es ajustable al nivel de 











Fig.3. Estructura química del diazepam (7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-
benzodiazepin-2-ona) 30 
 
2.3 CONTROL DE CALIDAD DE MEDICAMENTOS EN LA INDUSTRIA 
FARMACÉUTICA 
El control de calidad es una actividad esencial para la industria farmacéutica. Los 
medicamentos que salen al mercado deben garantizar que sean seguros y 
terapéuticamente efectivos en presentaciones o formulaciones que aseguren su 
desempeño. Para ello, los principios activos son producidos en condiciones inocuas y 
además se demuestra la estabilidad del producto a través del tiempo para determinar el 
tiempo de vida útil del mismo. De igual manera, equipos de vanguardia por medio de 
métodos analíticos desarrollados y validados dan la confiabilidad de la calidad de la 
forma farmacéutica, de acuerdo a normatividad internacional31.  
En el área de la investigación farmacéutica, los procesos analíticos para 
determinaciones en materia prima, intermediarios, producto terminado, impurezas, 
productos de degradación y muestras biológicas que contienen a los principios activos 
y sus metabolitos principales. Los métodos analíticos oficiales involucran técnicas 
comprendidas en monografías que ayudan a caracterizar e identificar la calidad de 
productos y fármacos, así como del principio activo. Los métodos empleados en las 
monografías son diversos como electroquímicos, espectroscópicos (UV y FTIR), 
separativos (cromatográficos y electroforéticos); de acuerdo a la naturaleza y 
















Fig.4. Comparación de métodos analíticos aplicados para análisis de fármacos a 
granel según la farmacopea europea Nro 4 y la USP 27.32 
Las especificaciones de calidad de un producto farmacéutico involucran cierto tipo de 
especificaciones que se adecúan de acuerdo al tipo de forma farmacéutica, siendo las 
principales33: 
 
- Características físicas: dureza, friabilidad. 
- Identificación del principio activo 
- Cuantificación de constituye(s) con actividad terapéutica 
- Ensayos en excipientes: colorantes usados, agentes antimicrobianos, 
antioxidantes, preservantes de acuerdo a límites de aceptación. 
- Ensayos de pureza 
- Test de performance: disolución 




En la figura 5 se muestra gráficamente el porcentaje de uso de diferentes técnicas 














Fig. 5. Patrón de uso de diferentes técnicas cromatográficas empleadas para el 
análisis de impurezas en medicamentos33 
 
 
2.4 CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA PERFORMANCE 
La cromatografía líquida de alta performance (HPLC) deriva de la tradicional 
cromatografía en columna y se constituye en una de las herramientas más importantes 
en la química analítica. Preferentemente utilizada por la industria farmacéutica como 
una herramienta analítica integral aplicada en diversas etapas del desarrollo de un 
medicamento, así como en su producción. Empleada para el monitoreo de la pureza de 
principios activos, reacciones en el proceso de escalamiento industrial, contaminaciones 
cruzadas, así como la posible interacción con los excipientes e identificación de 




El sistema instrumental del HPLC está constituido por una bomba, inyector, columna, 
detector, sistema de integración (Ver figura 6). 
- Reservorio de solvente: la fase móvil está presente en un contenedor de vidrio. 
La fase móvil puede estar constituida por una mezcla de solventes polares y no 
polares; las proporciones variarán de acuerdo a los criterios de desarrollo 
analítico.  
- Bomba. Este componente ejerce succión de la fase móvil y la impele hacia la 
columna para que pase a través de esta a un flujo y presión determinados. La 
presión generada irá de acuerdo a las características de la columna: 
dimensiones, tamaño de partícula, flujo, composición y viscosidad de la fase 
móvil. 
- Inyector. Manual o automatizado, impele la muestra o analito de interés hacia la 
columna para que se someta al proceso separativo. Impele el contenido en 
volúmenes definidos. 
- Columna cromatográfica. Habitualmente de 50 mm a 300 mm de longitud. 
Generalmente con una fase estacionaria cuyo tamaño de partícula va entre 3 y 





















Fig.7. Mecanismo de separación en una columna cromatográfica36 
 
En la cromatografía liquida en HPLC tanto el equipo como los parámetros químicos 
asociados a la columna deben ser optimizados para garantizar un proceso separativo 
óptimo, que se manifestará en los reportes cuali-cuantitativos del analista (Ver figura 7). 
Parámetros a considerar: 
 
- Composición de la fase móvil 
- Química de la fase ligada 
- Columna y empaquetamiento 
- Pretratamiento y concentración de la muestra 









2.5 DESARROLLO ANALÍTICO37 
Aspectos a considerar en el desarrollo de un método analítico por HPLC: 
1. Conocimiento de las propiedades fisicoquímicas del analito 
Las propiedades fisicoquímicas del analito tales como la solubilidad, polaridad, pKa 
y pH juegan un rol primordial en el desarrollo analítico porque ayudarán en la 
selección del tipo de solvente(s) a utilizar en la composición de la fase móvil, así 
como en la elección de la fase estacionaria. 
  
2. Selección de las condiciones cromatográficas 
 
- Selección de columna cromatográfica 
La columna cromatográfica es la pieza central en el análisis por HPLC, una 
selección apropiada garantizará buenas condiciones de separación. Una mala 
selección, generaría datos inexactos y separaciones deficientes. Su selección 
implica la consideración de la química de la fase estacionaria, tamaño de partícula 
y dimensiones de columna. Las matrices más comunes para HPLC son preparadas 
a base de sílica y se caracterizan por su robustez, fácil derivatización, preparación 
y esfericidad. Además, el sistema de fase reversa (fase estacionaria apolar: C8, 
C18 y fase móvil polar: EtOH, MeOH, ACN) es el más empleado por su practicidad 
y buenas características resolutivas. 
 
- Optimización de la fase móvil (efecto del pH, selección de buffer, modificadores 
orgánicos) 
Si el analito se ioniza, la propiedad del pH de la fase móvil basada en el pKa 
adquiere un rol fundamental, así como el pH de trabajo que debe ser regulado.  
Selección del detector y longitud de onda. La aplicación de los solventes puede ser 
en sistema en gradiente o continuo. 
 
- Selección del detector y longitud de onda 
El tipo de detector a seleccionar dependerá de las propiedades del analito. El 
detector más empleado es el ultravioleta (UV), aunque también se usa el de 
fluorescencia, electroquímico, de índice de refracción y espectrometría de masas. 
La longitud de onda habitualmente se selecciona luego de un barrido espectral, 





3. Desarrollo del enfoque de análisis 
Selección de los parámetros analíticos a utilizar basado en pilotos de investigación 
considerando criterios de idoneidad como RSD, número de platos teóricos, factor 
cola, asimetría. 
 
4. Preparación de la muestra 
Etapa crítica del proceso, porque el analito de interés muchas veces no radica en 
muestras de materia prima de disolución directa, sino que requiere de sistemas 
extractivos y de filtración que garanticen la completa obtención de la sustancia y la 
aplicación pertinente de sus alícuotas. 
 
5. Optimización del método analítico 
Basado principalmente en la mejora de las condiciones cromatográficas empleadas 
previamente a fin de definir los parámetros definitivos como composición de la fase 
móvil, flujo, temperatura de trabajo, sistema de solventes, uso de buffer, flujo, 
volumen de inyección entre otros. 
 
2.6 VALIDACIÓN DE TÉCNICAS ANALÍTICAS 
La validación de métodos es una condición vital en la práctica analítica-química. Trata 
del proceso para establecer un método analítico y la verificación de que es consistente 
y presenta adecuado desempeño. La validación tal cual, se manifiesta en un 
procedimiento documentado.  
La validación del método permite al analista químico y/o laboratorio demostrar que un 
método resulta adecuado para el uso destinado. 
Un método se valida cuando es preciso demostrar que sus características de 
desempeño son adecuadas para el uso destinado. Habitualmente se valida: métodos no 
normalizados, métodos desarrollados por el propio laboratorio (técnicas propias), 
métodos normalizados empleados fuera de su esfera de aplicación (así mismo 
ampliaciones y/o modificaciones) y cuando se desea comparar la equivalencia entre dos 





Para el desarrollo de pruebas de validación, el analista debe conocer el procedimiento 
de ensayo, el total de pruebas o mediciones a realizar de acuerdo a un plan de 
validación, previamente establecido. El personal a realizar el programa de validación 
debe estar calificado y los equipos calibrados. Los parámetros de validación (Fig.8) 
deben ser debidamente registrados y almacenados para su posterior análisis 
matemático y estadístico, mediante el empleo de software estadístico o plantillas de 
cálculo preestablecidas39. 
 
Fig. 8. Parámetros considerados para la validación de técnicas analíticas 
 
Los parámetros de validación o procedimientos analíticos de validación se deben aplicar 
considerando la naturaleza del material farmacéutico o propósito del procedimiento, es 
por ello que, dependiendo de la categoría de clasificación, se aplicarán determinados 
parámetros. Las categorías en general dividen a los compuestos de interés por si se 
desea realizar identificación cualitativa, cuantitativa, evaluación de las trazas de 
impurezas o compuestos de degradación, así como parámetros de desempeño 
establecidos para el producto terminado40. En las tablas 1 a 3 se presenta la clasificación 
de los ensayos analíticos de acuerdo con la OMS y la USP, así como los parámetros de 













































CLASIFICACIÓN DE ENSAYOS ANALÍTICOS SEGÚN OMS 
CLASE A 
 
Para establecer identidad 
CLASE B 
 
Para detectar y cuantificar impurezas 
CLASE C 
 
Para determinar cuantativamente concentración 
CLASE D 
 
Para evaluar características de disolución, 
uniformidad de contenido 
CLASIFICACIÓN DE ENSAYOS ANALÍTICOS SEGÚN USP 
CATEGORÍA I 
Cuantificación de principios activos en producto 
terminado (incluye conservantes). 
CATEGORÍA II 
Determinación de impurezas en materias primas 
o productos de degradación en productos 
farmacéuticos. 
CATEGORÍA III  
Determinación de características de desempeño: 
disolución, liberación de principio activo, etc. 
CATEGORÍA IV Ensayos de identificación 
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Tabla 3. Parámetros requeridos para validación de acuerdo a la USP40 
*Puede requerirse de acuerdo a la naturaleza de la prueba 
 
2.7 LA QUÍMICA VERDE 
De acuerdo a la definición de la EPA (Environmental Protection Agency) la química 
verde es aquella división de la química que diseña productos y procesos químicos que 
son menos lesivos al medio ambiente, evitando la formación de agentes contaminantes. 
La química verde no es una división aislada de la química, sino que su enfoque es 
interdisciplinar basado en principios químicos, ecológicos y de responsabilidad social, 
evidenciados en propuestas creativas e innovación científica42-44. 
2.7.1 PRINCIPIOS DE LA QUÍMICA VERDE45 
En los años 90, Paul Anastas y John Warner postularon los 12 principios de la Química 
Verde, los cuáles aún se utilizan en la actualidad, que se basan principalmente en la 
disminución o no uso de solventes tóxicos en procesos químicos y analíticos. Estos 
principios promueven acciones directas con un impacto favorable en el medio ambiente, 
sobre las síntesis, procesos, análisis y destino de uso de sustancias químicas, con el fin 







 (Prod. Terminado, 
materia prima y 
conservantes) 

















EXACTITUD X X *   
PRECISIÓN X X  X  
SELECTIVIDAD X X X  X 
LIMITE DE 
DETECCIÓN 
  X   
LIMITE DE 
CUANTIFICACIÓN 
 X    
LINEALIDAD X X    
INTERVALO X X *   
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Los 12 principios de la química verde son (Ver figura 9): 
1. PREVENCIÓN 
“Es preferible evitar la producción de un residuo que reciclarlo, tratarlo o disponer 
de él una vez que se haya formado” 
 
2. ECONOMÍA ATÓMICA 
“Los métodos de síntesis deberán diseñarse de manera que se incorporen al 
máximo los reactivos en el producto final, minimizando la formación de 
subproductos, lo que favorece al principio 1” 
 
3. USO DE METODOLOGÍAS QUE GENEREN PRODUCTOS DE TOXICIDAD 
REDUCIDA 
“Siempre que sea posible, los métodos de síntesis deberán diseñarse para utilizar 
y generar sustancias que tengan poca o ninguna toxicidad, tanto para el hombre 
como para el medio ambiente” 
 
4. GENERACIÓN DE PRODUCTOS EFICACES, PERO NO TÓXICOS 
“Los productos químicos deberán ser diseñados de manera que mantengan la 
eficacia a la vez que reduzcan su toxicidad” 
 
5. REDUCCIÓN DEL USO DE SUSTANCIAS AUXILIARES 
“Se evitará, en lo posible, el uso de sustancias que no sean imprescindibles 
(solventes, reactivos para llevar a cabo separaciones, etc.) y en el caso de que se 
utilicen, que sean lo más inocuos posible” 
 
6. DISMINUCIÓN DEL CONSUMO ENERGÉTICO 
“Los requerimientos energéticos serán catalogados por su impacto medioambiental 
y económico, reduciéndose todo lo posible” 
 
7. USO DE MATERIAS PRIMAS RENOVABLES 
“Las materias primas han de ser preferiblemente renovables en vez de agotables, 
siempre que sean técnica y económicamente viables” 
 
8. EVITAR EL USO INNECESARIO DE LA DERIVATIZACIÓN 
“Se evitará en lo posible la formación de derivados (grupos de bloqueo, de 
protección/desprotección, modificación temporal de procesos físicos/químicos)” 
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9. POTENCIACIÓN DE LA CATÁLISIS 
“Se emplearán catalizadores (lo más selectivos), reutilizables en lo posible, en lugar 
de reactivos estequiométricos” 
 
10. GENERACIÓN DE PRODUCTOS BIODEGRADABLES 
“Los productos químicos se diseñarán de tal manera que al finalizar su función no 
persistan en el medio ambiente, sino que se transformen en productos de 
degradación inocuos” 
 
11. DESARROLLO DE METODOLOGÍAS ANALÍTICAS PARA LA MONITORIZACIÓN 
EN TIEMPO REAL  
“Las metodologías analíticas serán desarrolladas para permitir el monitoreo y 
control en tiempo real de procesos, previo a la formación de productos secundarios” 
 
12. MINIMIZAR EL POTENCIAL DE ACCIDENTES QUÍMICOS 
“Se elegirán las sustancias empleadas en los procesos químicos de forma que se 
minimice el riesgo de accidentes químicos, incluidas emanaciones, explosiones e 
incendios” 
 
Fig.9. Principios de la química analítica verde propuestos por Anastas y Warner45 
 




a) Investigación en el área de reacciones catalíticas y biocatalíticas con el fin de 
obtener compuestos con mayor selectividad, pureza y sin formación de productos 
tóxicos.  
b) Búsqueda de nuevos materiales, no contaminantes y renovables 
c) Diseño de sustancias químicas menos tóxicas y ecoamigables 
d) Búsqueda y desarrollo de nuevas alternativas, no tóxicas y ecológicas para los 
medios de reacción tales como agua, líquidos iónicos y fluidos supercríticos. 
e) Búsqueda y desarrollo de condiciones novedosas para las reacciones químicas y 
que garanticen rendimientos tales como uso de microondas, ultrasonido o 
aplicación de luz. 
f) Búsqueda de rutas alternativas para la purificación de aire y agua contaminados 











2.7.3 LA QUÍMICA ANALÍTICA VERDE46-48 
La aplicación de procedimientos analíticos puede causar un potencial impacto negativo 
al medio ambiente y serios riesgos para la salud e integridad de los operarios, este 
aspecto siempre ha sido de interés de los investigadores (Ver figura 10). Desde un 
abordaje económico, las metodologías analíticas y el riesgo inherente al procesamiento 
de muestras, uso de alícuotas de reactivos, empleo masivo de solventes, consumo de 
energía conforme avanza la sofistificación de la instrumentación, despertaron el interés 
de los químicos analíticos y de las empresas con el fin de optimizar procedimientos y 
reducir la producción de residuos que implican tratamientos posteriores y mayor gasto. 
Ante estas necesidades es que los químicos analíticos vieron conveniente aplicar el 
término de Química Analítica Verde (GAC: Green Analytical Chemistry). 
La química analítica verde es una sección de la química verde que busca contribuir a 
través de los medios analíticos a disminuir el impacto negativo contra el medio ambiente. 
Para ello trata que los reactivos a utilizar sean no tóxicos, seguros y en lo posible de 
fuentes renovables. Uso mínimo de muestras, que sean analizadas en instrumentos 
eficientes por medio de métodos analíticos automatizados, in situ, que no impliquen 
tratamiento o derivatizaciones, garantizando una menor producción de desechos a ser 
tratados o eliminados, así como la seguridad en todo momento del operador. Su 
principal objetivo es obtener (lo mejor posible) información acerca de una muestra sin 









Fig. 11. Organización jerárquica del análisis de muestra según criterios verdes46. 
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2.7.3.1 PRINCIPIOS DE LA QUÍMICA ANALÍTICA VERDE49,50 
En la figura 12 se presenta los doce principios de la química verde aplicados a la 
química analítica. 
 
Fig. 12.  Los principios de la química verde aplicados a la química analítica verde
1. Seleccionar una técnica analítica directa 
2. Integración analítica de procesos y operaciones
3. Generar la menor cantidad de residuos posibles y tratarlos adecuadamente
4. Evitar el gasto inncesario de energía
5. Implementar automatización y miniaturización de métodos
6. Reactivos obtenidos a partir de recursos renovables
7. Incrementar la seguridad al operador
8. Llevar a cabo mediciones in situ
9. Evitar la derivatización
10. Reducir al mínimo el número de muestras
11. Escoger métodos multianalitos o multiparámetros
12. Eliminar o reemplazar reactivos tóxicos
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En la figura 13 se pueden observar los esfuerzos realizados a través del tiempo para posicionar la temática verde en el campo de la química, 
comenzando desde temas genéricos hasta otros más precisos como es la definición de los 12 principios de la química analítica verde.  
Fig.13. Progreso de la química analítica verde a través del tiempo 46 
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2.7.3.2 SISTEMAS DE MÉTRICAS EN LA QUÍMICA ANALÍTICA VERDE51,52 
Actualmente muchos analistas químicos publican investigaciones enfocadas en el 
desarrollo de nuevas metodologías de corte eco amigable indicando que su nuevo 
procedimiento es verde, sin embargo, muchos no ofrecen una evaluación a través de 
métricas, así como comparación con el método convencional o estándar. Con el fin de 
evitar el sesgo y brindar mayor soporte a los estudios llevados a cabo por los 
investigadores, es que se han desarrollado herramientas para medir cuán ecoamigable 
resulta un método.  
Las métricas más utilizadas en la química verde son el factor de impacto ambiental, la 
economía atómica y la reacción masa-eficiencia, estas son empleadas para determinar 
el carácter verde de reacciones de síntesis orgánica. 
Para el caso de la evaluación del comportamiento verde de determinados 
procedimientos analíticos, hay diversos métodos de medición (Ver figura 14), tales 
como: 
a) ETIQUETADO NEMI (CUALITATIVO) 
 
Consiste en un círculo de cuatro campos, cada uno refleja diferentes aspectos de la 
metodología analítica descrita y es llenado de color verde si cumple ciertos requisitos 
establecidos. Primero, ninguno de los reactivos presenta bioacumulación o efecto 
tóxico. Segundo, ninguno de los reactivos utilizados está listado como peligroso. 
Tercero, el pH de las muestras debe estar entre 2 – 12 para evitar efectos corrosivos al 
medio ambiente. Cuarto, durante el proceso menos de 50 g de desecho es producido. 
 
b) ECO ESCALA ANALÍTICA (CUANTITATIVO) 
 
El resultado de la métrica analítica de Ecoescala es el puntaje que se calcula al restar 
puntos de penalización desde la base de 100 puntos (Ver figura 15). Los puntos de 
penalización se asignan para grandes cantidades y altos riesgos relacionados con el 
uso de productos químicos, el alto consumo de energía, los riesgos ocupacionales y la 
generación de desechos. Los puntos de penalización para cada reactivo se calculan 
multiplicando el número de pictogramas de peligro GHS por grado de peligro 




Fig.14. Evolución de los sistemas métricos pictográficos aplicados en la química 
verde46 
 
Fig.15. Ecuación aplicada al cálculo de la eco escala analítica.  






2.7.3.3 CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA VERDE53 
La cromatografía líquida no es considerada del todo una técnica verde, debido al uso de 
solventes para las separaciones. Un cromatógrafo equipado con una columna 
convencional (15 – 25 cm de largo; 4,6 mm de diámetro y empacada con partículas de 
5 µm) operado a un flujo de 1 mL/min produce aproximadamente 1500 mL de desechos 
al día, es decir, 500 L al año. Por ello una de las estrategias consiste en la reducción del 
consumo de solventes orgánicos, así como la modificación de parámetros 
cromatográficos relevantes (velocidad de flujo, temperatura, tamaño de columna, 
diámetro de partícula).  
Un parámetro que puede ser empleado como una poderosa variable es la temperatura. 
Es bien conocido que la temperatura afecta la selectividad, eficiencia y detectabilidad 
de la columna. Se pueden realizar cambios de temperatura durante el desarrollo 
analítico para comparar otros parámetros como la composición de la fase móvil. La 
elevación de la temperatura se ha convertido en un parámetro ampliamente utilizado en 
la HPLC verde. Los cambios de temperatura pueden ser especialmente útiles para 
compuestos polares y ionizables. Los beneficios de emplear elevadas temperaturas en 
LC son los siguientes: 
 
1. VISCOSIDAD: Las temperaturas elevadas reducen la viscosidad de sistema de 
solventes, lo cual impacta en la reducción de la presión de columna. 
2. CONTRAPRESIÓN: La reducción de la contrapresión por el incremento de 
temperatura permite mayor flujo de la fase móvil, resultando en reducción de tiempos 
de análisis, optimizando las separaciones. 
3. SOLVENTES ALTERNATIVOS: Permite el empleo de agua y alcohol como 
solventes en las fases móviles, debido a la reducción de presión y viscosidad de 
estos al elevar la temperatura. Su empleo de por sí ya se considera como 
cromatografía verde. 
4. POLARIDAD: Mejora de simetría de picos porque el incremento de temperatura 
reduce las interacciones secundarias el soporte de sílica. 
5. TRANSFERENCIA DE MASA:  la transferencia de masa producida entre la fase 
móvil y la fase estacionaria es más eficiente por el incremento de temperatura. 
Permite altos flujos sin pérdida de eficiencia. 
6. FASE ESTACIONARIA: se pueden sintetizar FE dependientes de temperatura para 
separaciones más selectivas. 
7. ANALITO: muchas de sus propiedades son temperaturas dependientes, lo cual 
puede ser empleado como un criterio separativo importante. 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 
 
TIPO Y DISEÑO DE INVESTIGACIÓN 
El estudio es de corte analítico y experimental para lo cual se empleó un estándar 
primario de referencia de diazepam que sirvió para trazar uno secundario de materia 
prima utilizado en una fórmula estándar (incluye excipientes) para tabletas de diazepam 
de 10 mg. 
 
POBLACIÓN Y UNIDAD DE ANÁLISIS 
La población está comprendida por un piloto de formulación para tabletas de diazepam 
de 10 mg, mientras la unidad de análisis es un piloto de formulación para tabletas de 
diazepam de 10 mg empleado para la validación del método verde propuesto mediante 
cromatografía líquida de alta performance. 
 
LABORATORIO EXPERIMENTAL 
El presente estudio fue realizado en las instalaciones del laboratorio de Química de 
Carbohidratos del Instituto de Ciencias Farmacéuticas y Recursos Naturales “Juan de 
Dios Guevara” de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional 
Mayor de San Marcos. 
 
METOLOGÍA APLICADA 
Se desarrolló un método VERDE (ecológico) alternativo al disponible en la monografía 
de la Farmacopea Americana N° 40 para la valoración (cuantificación) de diazepam en 
tabletas, basado en el criterio de reemplazo de solvente y modificación de condiciones 
de temperatura. 
 
3.1 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS 
Se contó con equipos calificados y materiales con especificación de alta pureza, 
necesarios para la aplicación en Cromatografía Líquida de Alta Performance (HPLC) 
 
3.1.1 EQUIPOS 
- Balanza analítica – Acculab Sartorius 
- Bomba de vacío – VP34 Rocker 300 
- Agitador de tubos y microtubos – Scilogex MX-S 
- Potenciómetro – Orion Star A111 ThermoScientific 
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- Baño de ultrasonido – AMSCO Reliance Sonic 250 
- Sistema de filtración al vacío marca Agilent  
- Cromatógrafo Líquido marca LaChrom Elite de inyección manual (horno modelo   L-
2350, bomba cuaternaria modelo L-2130, arreglo de diodos modelo L-2455) 
- Software: EZChrome Elite  
 
3.1.2 MATERIALES 
- Columna cromatográfica marca MERCK modelo LiChrospher 100 RP18e 
- Filtros de membrana de 0,45 µm, marca Agilent 
- Matraces simples de 100 y 250 mL 
- Vasos de precipitación de 100 y 250 mL 
- Micropipeta de 100 - 1000 µL marca Brand 
- Jeringas de 0,3 mL  
- Viales ámbar de 20 mL 
- Espátulas odontológicas de acero quirúrgico 
- Tubos de microprecipitación 
- Parafilm  
 
3.1.3 REACTIVOS 
- Diazepam estándar primario USP 
- Diazepam estándar secundario (materia prima) 
- Nordazepam marca Cerilleant 1mg/mL (estándar primario) 
- Alcohol etílico grado HPLC 
- Alcohol metílico grado HPLC 
- Acetonitrilo grado HPLC 
- Agua grado HPLC 
 
3.2 DESARROLLO ANALÍTICO 
3.2.1 CONDICIONES ANALÍTICAS PRELIMINARES DE ACUERDO A LA 
FARMACOPEA AMERICANA (USP 40) 
Los medios de verificación de la aptitud del sistema cromatográfico consisten en la 
determinación de tiempos de retención del diazepam y nordazepam, factor resolución 
no menor a 4 y eficiencia de columna no menor de 5000 platos teóricos, factor asimetría; 




Preparación de la solución de aptitud del sistema 
Se disuelven cantidades apropiadas de estándar de referencia de diazepam USP y 
nordazepam en metanol, sometiéndolos a baño con ultrasonido para generar una 
solución con 0,1 mg/mL de cada analito. 
Preparación de estándar 
Se disuelve cantidad exacta de estándar de referencia de diazepam USP en metanol y 
se diluye hasta obtener una concentración conocida de 0,1 mg/mL. 
 - Concentración de trabajo del diazepam : 1 mg/mL 
- Velocidad de flujo    : 1 mL/min 
- Volumen de inyección   : 10 µL  
- Longitud de onda    : 254 nm (arreglo de diodos – UV) 
- Longitud de columna    : C18; 3,9 mm x 15 cm 
- Tamaño de poro (L1)    : 5 µm 
- Sistema de solventes    : MeOH/ACN/Agua (20:40:40) 
 
3.2.2 OPTIMIZACIÓN DE LAS CONDICIONES CROMATOGRÁFICAS 
De acuerdo a la disponibilidad de material y equipamiento, se decidió mantener el tipo 
de columna cromatográfica, sistema presurizado y longitud de onda de trabajo: 
COLUMNA CROMATOGRÁFICA 
LiChrospher 100, octadecilsilano, tamaño 
de partícula de 5 µm, 25 cm de longitud 
SISTEMA PRESURIZADO 
Cromatografía líquida de alta 
performance (HPLC) 
LONGITUD DE ONDA DE TRABAJO 254 nm 
 
3.2.2.1 MODIFICACIÓN DEL SISTEMA DE SOLVENTES 
La monografía de la farmacopea americana emplea agua, acetonitrilo y metanol para la 
cuantificación de diazepam en tabletas, sin embargo, el acetonitrilo, solvente lesivo para 
el medio ambiente y tóxico para el operario, según las recomendaciones de la 
cromatografía líquida verde, debe ser reemplazado por otros de fácil eliminación y que 
no impliquen exposición a trabajador. 
30 
 
Para tal fin primordialmente se ha considerado el etanol grado HPLC de alta pureza el 
cual fue empleado en diversas proporciones con agua grado HPLC para determinar la 
performance de las corridas analíticas.  
Además, se consideraron otras propuestas como sustancias buffer y líquidos iónicos 
disponibles. 
3.2.2.2 MODIFICACIÓN DE TEMPERATURA 
La modificación de temperatura brinda ventajas en la disminución de la viscosidad del 
solvente lo cual se ve reflejado en mayor resolución y menores contrapresiones de 
columna. Para tal fin se evaluó el comportamiento de las proporciones de solvente 
empleadas a temperaturas variables considerando la capacidad máxima de temperatura 
a emplear de acuerdo al tipo de columna utilizada (60 °C) 
3.2.2.3 MODIFICACIÓN DEL FLUJO 
La velocidad de flujo impacta directamente en el tiempo de aparición del pico del analito 
y por tanto en el gasto global de solvente a utilizar. Para tal fin se emplearon 3 
propuestas de sistema de solvente partiendo de 0,5 mL/min hasta 1 mL/min. 
 






A SISTEMA DE SOLVENTES 
MeOH : ACN : H2O 
(20 : 40 : 40) 
EtOH (100) 
EtOH : H2O (70:30) 
EtOH : H2O (50:50) 
B TEMPERATURA 25 °C 25 °C, 45 °C, 60 °C 
C VELOCIDAD DE FLUJO 1 mL/min 0,5; 0,75; 1 mL/min 
D TIPO DE COLUMNA C-18  
E SISTEMA PRESURIZADO HPLC 
F PILOTO DE SELECTIVIDAD 
Separación adecuada de picos de diazepam entre 








3.2.3 PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS DE TRABAJO  
Las condiciones de extracción del principio activo de los pilotos de tabletas se mantienen 
de acuerdo a la monografía para valoración de diazepam en tabletas de la farmacopea 
americana. 
PARA TABLETAS COMERCIALES 
Se redujo a polvo alrededor de 20 tabletas, de las cuales se toma una cantidad 
aproximada al contenido de 10 mg de diazepam, se pasa a un matraz de 100 mL, se 
añadió 40 mL de metanol, se sometió a ultrasonido por 10 minutos y agitación por 10 
minutos a 800 RPM a 25 °C. La muestra fue filtrada y aforada en un matraz. 
PARA PILOTO DE FORMULACIÓN 
Se tomó una porción en peso del piloto que contiene excipientes y el principio activo 
para una cantidad equivalente a 10 mg de diazepam, se pasó a un matraz de 100 mL, 
se añade 40 mL de metanol, se sometió a ultrasonido por 10 minutos y agitación por 10 
minutos a 800 RPM a 25 °C. La muestra fue filtrada y aforada en una fiola. 
3.2.4 SELECCIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO 
Los criterios de selección se basaron de acuerdo a los establecidos por la farmacopea 
americana, además se realizó el monitoreo de las condiciones de presión, tiempo de 
retención, resolución de pico y volumen de solvente utilizado. No fue prioritario el factor 
separación, debido a que la técnica propuesta tiene como fin los análisis de rutina 
empleados para la valoración de un solo principio activo presente en tabletas. 
 
3.3 VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO VERDE 
 
El método analítico seleccionado fue sometido al programa de validación planteado de 
acuerdo a la normativa internacional para valoración (cuantificación) de ingredientes 
farmacéuticos activos en presentaciones farmacéuticas (Categoría I), que comprende 
los parámetros analíticos de exactitud, precisión, selectividad, linealidad, robustez e 
intervalo.  
El registro de la data se realiza en consolidados en tablas EXCEL diseñadas para el 
procesamiento estadístico y análisis de esta información. Así mismo, la significancia de 





CONDICIONES DE TRABAJO 
Se llevó a cabo en condiciones habituales de trabajo a temperatura ambiente de        25 
± 5 °C y humedad relativa no mayor al 70 %. 
 
3.3.1 PROCEDIMIENTO ANALÍTICO 
La técnica analítica verde para la determinación de diazepam en tabletas comprende 
las condiciones que se presentan en la tabla 5: 
 
Tabla 5. Parámetros analíticos de la técnica analítica verde propuesta 
Sistema presurizado HPLC 
Columna cromatográfica LiChrospher 100 -C18e 4,6 x 250 mm x 5 µm 
Longitud de onda 254 nm 
Volumen de inyección 10 µL 
Flujo 1 mL/min 
Sistema de solventes Etanol: H2O (70:30) 
 
FASE MÓVIL 
Se mezclaron los solventes en las proporciones arriba indicadas, se desgasificaron en 
baño de ultrasonido con posterior filtración al vacío.  
 
PREPARACIÓN DE SOLUCIONES DE TRABAJO 
PARA PILOTO DE FORMULACIÓN 
Se tomó una porción en peso el piloto que contiene excipientes y el principio activo para 
una cantidad equivalente a 10 mg de diazepam, se pasó a un matraz de 100 mL, se 
añadió 40 mL de metanol, se somete a ultrasonido por 10 minutos y agitación por 10 
minutos a 800 RPM a 25 °C. La muestra fue filtrada y aforada en una fiola de       100 
mL. 
SOLUCIÓN ESTÁNDAR 
Se transfirió 10 mg de diazepam a una fiola de 100 mL y se agregó metanol hasta 
enrasar. Se realizaron diluciones sucesivas para lectura. 
 
Observación: durante la preparación de las muestras se debe evitar la aplicación de 





3.3.2 PARÁMETROS DE VALIDACIÓN 
 
3.3.2.1 ENSAYO DE ADECUABILIDAD DEL SISTEMA 
Antes de comenzar el programa de validación se aplica la solución de adecuabilidad de 
sistema (solución estándar de diazepam), que se lleva a cabo mediante 6 inyecciones 
sucesivas, teniendo como parámetro de evaluación el RSD de las áreas obtenidas. 
 
Especificación:  RSD < 2,0 % 
                          ASIMETRÍA < 2,0 % 
 
3.3.2.2 EXACTITUD 
Se evaluó mediante la aplicación de 9 determinaciones en tres niveles de concentración 
(80 %, 100 % y 120 %). Los valores referenciales para evaluación de la exactitud se 
muestran en la tabla 6. 
 
Tabla 6. Valores referenciales para evaluación de la exactitud 
Concentración 
mg de principio 
activo 
(diazepam) 
mg de placebo 
(excipientes) 
80 % 8 mg 143,6 mg 
100 % 10 mg 141,6 mg 
120 % 12 mg 139,6 mg 
     Se considera un peso promedio de tableta de 151,6 mg (incluye excpientes y principio activo) 
 
El principio activo presente en cada muestra es calculado y se determina su porcentaje 
de recuperación.  
Se considera el RSD < 2 % de las áreas obtenidas, así como la prueba T-Student para 




A) PRECISIÓN DEL SISTEMA 
Se realizan 10 mediciones de la solución estándar de diazepam. Se evalúa el RSD de 
las áreas obtenidas. 





B) PRECISIÓN DEL MÉTODO 
REPETIBILIDAD 
Se evalúa la solución estándar de diazepam y un grupo de 6 muestras individuales de 
piloto de formulación de diazepam (peso equivalente a concentración aproximada al 100 
%). La solución estándar es inyectada por triplicado y la de muestra por duplicado. 
Se considerará el RSD < 2 % así como la prueba de homogeneidad de varianzas al   95 
% de confianza. 
 
PRECISIÓN INTERMEDIA 
De manera semejante al ensayo de repetibilidad, se analizan la solución estándar y un 
grupo de 6 muestras individuales de piloto de formulación de diazepam (peso 
equivalente a concentración aproximada al 100 %) por cada analista y las 
determinaciones serán en 2 días distintos. 
Se considerará el RSD < 2 % así como la prueba de homogeneidad de varianzas al   95 
% de confianza. 
 
 ANALISTA 1 ANALISTA 2 
DIA 1 6 muestras individuales -------------------------------- 
DIA 2 -------------------------------- 6 muestras individuales 
 
REPRODUCIBILIDAD (No aplica) 
 
3.3.2.4 LINEALIDAD 
Se evalúan 3 curvas de calibración obtenidas al analizar 5 concentraciones de principio 
activo presente en el piloto de formulación de diazepam. En la tabla 7 se muestra los 
valores referenciales para evaluación de la linealidad del método. 







Se considera un peso promedio de tableta de 151,6 mg (incluye excipientes y principio activo) 
Concentración 
mg de Principio Activo 
(Diazepam) 
mg de Placebo 
80 % 8 mg 143,6 mg 
90 % 9 mg 142,6 mg 
100 % 10 mg 141,6 mg 
110 % 11 mg 140,6 mg 
120 % 12 mg 139,6 mg 
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Se consideran los siguientes parámetros: 
- Curva de calibración: linealidad 
- Recta de Regresión:  y = bx + a 
- Coeficiente de Correlación: r > 0,995 
- Coeficiente de determinación: r2 > 0,995 
- Significancia estadística de la varianza de la pendiente b: texp > ttabla 




La robustez de un método analítico indica su capacidad para no resultar afectado por 
pequeñas variaciones deliberadas en los parámetros del método y así brindar la 
confiabilidad durante su uso. 
 
Se preparó una muestra a la concentración teórica de 100 % y se evaluó la influencia 
de los siguientes factores de acuerdo al método de Youden-Steiner, asimismo como 
en efectos individualizados intragrupo (Ver tablas 8 y 9): 
 





VARIACIÓN  2 
(Minúscula) 
A Velocidad de flujo 1 mL/min 0,9 mL/min  1,1 mL/min  
B Tiempo de sonicado 10 min 12 min  15 min  
C Temperatura de horno 60 °C 57 °C 55 °C 
D 
Temperatura de baño 
maría 
25 °C 20 °C 22 °C 
E Tiempo de agitación 10 min 12 min 15 min 
F Longitud de onda 254 nm 252 nm 256 nm 













Tabla 9. Modelo factorial aplicado al diseño experimental de Youden - Steiner 
PARÁMETROS 
EXPERIMENTOS 
1 2 3 4  5 6 7 8 
A/a A A A A  a a a a 
B/b B B b b  B B b b 
C/c C c C c  C c C c 
D/d D D d d  d d D D 
E/e E e E e  e E e E 
F/f F f f F  F g g F 
G/g G g g G  g G G g 
 
Se considera un parámetro de efecto significativo cuando presenta un valor mayor a 2,4 
veces la desviación estándar relativa (de la repetibilidad): > 2,4 Sr. 
Efecto de variable = + |




Variable (+) : Variable en mayúscula (VARIACIÓN 1) 
Variable (-) : Variable en minúscula (VARIACIÓN 2) 
 
La Sr (desviación estándar relativa) de la repetibilidad se obtiene al realizar el análisis 
de la precisión del método. 
 
3.3.2.6 SELECTIVIDAD 
Se evalúa la presencia de picos anómalos mediante la evaluación de los componentes 
de la fórmula piloto. 
PRUEBA 1 Placebo  
PRUEBA 2 Diluyente 
PRUEBA 3 Principio activo  






Preparación de la muestra 1: Placebo 
El placebo está constituido por los siguientes excipientes: almidón de maíz, lactosa 
monohidratada, gelatina granulada, caolín, estearato de magnesio y talco en 
proporciones de acuerdo a fórmula reservada. El procedimiento de trabajo es el mismo 
para la extracción en tabletas como solución de trabajo: se trasvasa y enrasa a una fiola 
de 50 mL para su posterior análisis. Previamente a la inyección, la muestra es filtrada. 
Preparación de la muestra 2: Diluyente 
El metanol utilizado para la extracción del principio activo de la formulación de piloto, es 
empleado para evaluar su posible interferencia en la lectura analítica realizada. 
Preparación de la muestra 3: Principio activo 
Se evalúa la solución de estándar de diazepam, según el procedimiento de preparación 
descrito previamente: 10 mg de diazepam en una fiola de 100 mL, se usa como diluyente 
metanol, de requerirlo se emplea baño de ultrasonido y posterior paso por filtros de 
membrana de 0,45 µm. 
Preparación de la muestra 4: Principio activo + Placebo 
Se utiliza la solución de trabajo pesada para una cantidad aproximada de 10 mg de 
diazepam, el cual es extraído en metanol mediante la aplicación de baño de ultrasonido 
y posterior agitación a 800 rpm por 10 minutos. La muestra es filtrada y enrasada a una 
fiola de 100 mL. 
El criterio de evaluación se basa en la aparición de picos anómalos correspondientes a 
al placebo, diluyente o por la interacción principio activo – placebo. 
 
3.3.2.7 RANGO 
Se establece a partir de los valores obtenidos de la curva lineal validada. Debe cumplir 
con el intervalo analítico establecido por la farmacopea americana para diazepam       < 
90 – 100 >.  
 
3.4 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Pruebas estadísticas a aplicar, regla de decisión y pruebas de hipótesis  
(Para todos los casos se considera un nivel de confianza del 95 %) 
A. PRUEBA DE NORMALIDAD DE ANDERSON DARLING (PRUEBA A-D) 
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Se basa en las desviaciones de las distribuciones acumuladas experimentales 
respecto a las teóricas o supuestas. 
H0: Los datos presentan distribución normal 
H1: Los datos no presentan distribución normal 
Si el p-valor < 0,05 se rechaza H0 y se acepta H1 
 
B. PRUEBAS DE COMPARACIÓN DE MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL PARA 1 
GRUPO CON 1 VALOR  
 
PRUEBA DE T-STUDENT (si presenta distribución normal) 
 H0:  = µ0 
 H1:  ≠ µ0 
Si el p-valor < 0,05 se rechaza H0 y se acepta H1 
 
PRUEBA DE WILCOXON (si no presenta distribución normal) 
 H0: Me = µ0 
 H1: Me ≠ µ0 
 Si el p-valor < 0,05 se rechaza H0 y se acepta H1 
 
C) PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS  
 
PRUEBA DE BARLETT (si presenta distribución normal) 
H0: S1 = S2 
H1: S1 ≠ S2 
Si el p-valor < 0,05 se rechaza H0 y se acepta H1 
 
PRUEBA DE LEVENE (si no presenta distribución normal) 
H0: S1 = S2 
H1: S1 ≠ S2 
Si el p-valor < 0,05 se rechaza H0 y se acepta H1 
 
D. PRUEBAS PARA COMPARACIÓN DE MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL 
PARA 2 GRUPOS 
PRUEBA DE T-STUDENT (comparación de 2 medias si presentan distribución normal) 
 
 H0: 1 = 2 
 H1: 1 ≠ 2 
Si el p-valor < 0,05 se rechaza H0 y se acepta H1 





 H0: Me1 = Me2 
 H1: Me1 ≠ Me2 
 Si el p-valor < 0,05 se rechaza H0 y se acepta H1 
E. PRUEBAS PARA COMPARACIÓN DE MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL 
TRES O MÁS GRUPOS  
PRUEBA ANOVA (Comparación de 3 a más medias) 
 H0: 1 = 2 = 3 = 4 … 
 H1: ~ ( 1 = 2 = 3 = 4 …) 
 
PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS (Comparación de 3 a más medianas) 
H0: Me1 = Me2= Me2= Me2 ... 
H1: ~ (Me1 = Me2= Me2= Me2 ..) 
F. ANALISIS POR REGRESIÓN LINEAL  
Del modelo y = ax + b 
La correlación (R) entre variable independiente y dependiente debe ser mayor al 0,995, 
mientras el porcentaje de correlación (% R) debe ser mayor al 99.5 %. 
Se analizarán los residuos obtenidos a partir de los datos ingresados para obtener la 
curva de regresión. 
 
Supuestos que deben cumplir los residuos: 
- Independencia 
- Homocedasticidad (igualdad de varianzas) 
- Normalidad  
 
Finalmente, se establece el intervalo considerando un nivel de confianza del 95 %. 
En la tabla 10 se presenta el análisis estadístico consolidado para cada parámetro de 
validación. En la figura 16 se muestra gráficamente la descripción de las reglas de 
decisión y técnicas estadísticas a aplicar para la evaluación de 2 o más grupos de 
acuerdo con el criterio de análisis previo de la distribución normal, homogeneidad de 





Tabla 10. Análisis estadístico consolidado 
PARÁMETRO DE VALIDACION ESPECIFICACION 
ESPECIFICIDAD Cualitativo (presencia o ausencia de interferencia 
EXACTITUD 
• Porcentaje de recuperación  
   Entre 90 a 110 %  
• RSD < a 2 % 
• Test de T de Student exp < T tablas 
PRECISIÓN 
• Precisión del Sistema: RSD < 2 % 
• Precisión del Método: 
   - Repetibilidad: 
     RSD < 2 % 
   - Intervalo de Confianza 
   - Precisión intermedia: 












Curva de Calibración 
• y = bx + a 
• “r”: Mínimo 0,99 
• “r2”: Mínimo 0,99 
• Análisis de la Varianza 
• Test de G de Cochran exp   < G tablas 
• Test de linealidad 
   C.V. F. Respuesta < 5 % 
   T exp > T tablas 
• Test de proporcionalidad 
  Límite de Confianza del Intercepto debe incluir al cero. 
 T exp < T tablas 






Fig. 16. Descripción de las reglas de decisión y técnicas estadísticas a aplicar para la evaluación de 2 o más grupos de acuerdo al criterio de 
análisis previo de la distribución normal, homogeneidad de varianzas y finalmente comparación de medias o medianas (J. Camero) 
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3.5 APLICACIÓN DEL SISTEMA DE MÉTRICAS VERDES 
 
3.5.1 PICTOGRAMAS NEMI 
Está constituido por cuatro campos (Ver figura 17). Cada uno refleja un aspecto de la 
metodología analítica y este campo es llenado de color verde si cumple con los 
requerimientos que se muestran en la tabla 11: 
Tabla 11. Requerimientos de evaluación verde por pictograma NEMI 
1er REQUERIMIENTO: PBTs 
 
(sustancias persistentes 
bioacumulativas y tóxicas) 
Ninguno de las sustancias químicas empleadas 
está presente en la lista de sustancias 
persistentes, bioacumulativas y tóxicas de la 
EPA. 
2do REQUERIMIENTO 
Hazardous análisis (análisis 
de la peligrosidad) 
Ninguna de las sustancias químicas empleadas 




El pH de la muestra debe estar entre 2 – 12 para 













3.5.2 ECOESCALA ANALÍTICA 
 
En la tabla 12 se presenta los criterios para la determinación de los puntos de penalidad 
aplicados al cálculo de la Eco-escala analítica. 
 
Tabla 12. Puntos de penalidad aplicados al cálculo de la ecoescala analítica 
 




< 10 mL (<10 g) 1 
PP (CANTIDAD) x               
PP (PELIGRO) 
10 - 100 mL (10 - 100 g) 2 
> 100 mL (> 100 g) 3 
PELIGRO 
Ninguno 0 
Poco severo 1 
Muy severo 2 
INSTRUMENTOS 
ENERGÍA 
< 0,1 kWh por muestra 0 
< 1,5 kWh por muestra 1 
> 1,5 kWh por muestra 2 
RIESGO 
OCUPACIONAL 
Hermetización del proceso analítico 0 
Emisión de vapores a la atmósfera 3 
DESPERDICIO 
Ninguno 0 
< 1 mL (< 1 g) 1 
 (1 - 10 g) o mL 3 








Los puntos de penalidad para los solventes orgánicos a emplear en las técnicas 
analíticas cromatográficas se calculan mediante el número de pictogramas en su 
etiquetado, si presentan el rótulo de WARNING se multiplica por 1 y si presentan el 
rótulo de DANGER se multiplica por 2 (Ver figura 18). 
 
 









La columna recomendada y descrita por la farmacopea americana N° 40 para la 
valoración de diazepam en tabletas corresponde a la L1 con relleno de C18 
(octadecilsilano), la columna utilizada fue del mismo tipo de soporte, pero dimensiones 
diferentes. En la tabla 13 se presenta las características de la columna empleada y la 
recomendada por el método normalizado USP. 
 








RELLENO Octadecilsilano (C18) Octadecilsilano (18) 
DIMENSIONES 3,9 mm x 15 cm 4,6 x 25 cm 
DIAMETRO DE PARTICULA 5 – 10 µm 5 µm 
RANGO DE pH  No especifica 2 – 7.5 
PRESIÓN MÁXIMA No especifica 250 bar 
VOLUMEN DE MUESTRA No especifica 5 – 80 µL 
TEMPERATURA MÁXIMA DE 
TRABAJO 
No especifica 60 °C 
 
En las tablas 14 y 15 se muestra los resultados de la evaluación preliminar de la presión 
en relación con la temperatura y flujo para diferentes proporciones EtOH/H2O. 
 
Tabla 14. Evaluación preliminar de la presión en relación a temperatura y flujo para la 
proporción EtOH / H2O   (50:50) 
 
Solvente  Temperatura (°C) Flujo (mL/min) Presión (psi, bar) 
EtOH / H2O   
50:50 
25 
0,5 3300 psi (227 bar) 
0,75 > 3600 psi (248 bar) 
1 > 3600 psi (248 bar) 
45 
0,5 2545 psi (175 bar) 
0,75 > 3600 psi (248 bar) 
1 > 3600 psi (248 bar) 
60 
0,5 1700 psi (117 bar) 
0,75 3300 psi (227 bar) 




Tabla 15. Evaluación preliminar de la presión en relación a temperatura y flujo para la 
proporción EtOH / H2O   (100:0) 
 
Solvente  Temperatura (°C) Flujo (mL/min) Presión (psi, bar) 
EtOH / H2O   
(100 : 0 ) 
25 
0,5 1540 psi (106 bar) 
0,75 2375 psi (163 bar) 
1 3220 psi (221 bar) 
45 
0,5 1180 psi (80.9 bar) 
0,75 1832 psi (126 bar) 
1 2498 psi (172 bar) 
60 
0,5 1020 psi (70 bar) 
0,75 1375 psi (94.8 bar) 
1 1840 psi (126 bar) 
  
 
De los resultados obtenidos se desprende que las proporciones de etanol-H2O deberán 
ir en el rango de 100 : 0 a 50 : 50, considerando que la temperatura y el flujo a 
seleccionar influyen en la presión ejercida a la columna. 
 
En la tabla 16 se muestra los resultados de la evaluación preliminar de la velocidad de 
flujo en relación a la proporción de solventes. 
 
 
Tabla 16. Evaluación preliminar de la velocidad de flujo en relación a la proporción de 
solventes 
 
GRUPO EtOH : H2O FLUJO (mL/min) 
GRUPO 1 50 : 50 
0,50 
0,75 
GRUPO 2 60 : 40 
0,50 
0,75 





El análisis se realiza con el estándar de diazepam a 10 mg/mL según tiempos de 




En la tabla 17 se describe los parámetros analíticos observados en el análisis de flujo 
para las diferentes proporciones de solventes. 
Tabla 17. Descripción de parámetros analíticos en el análisis de flujo a diversas 
proporciones de solventes. 
ANALITO: Diazepam 
Proporción 









50 - 50 
0,5 11,25 1,085 6144 
Pico ligeramente ensanchado en 
la base (lado derecho e izquierdo 
0,75 7,22 0,97 5056 
Asimetría ligera en zona lateral 
derecha 
60 - 40 
0,50 7,52 1,01 4516 
Pico ensanchado en la base (lado 
derecho e izquierdo 
0,75 4,87 0,97 4504 
Pico más uniforme y base menos 
ensanchada 
1,00 3,70 1,19 4088 
Pico muy asimétrico en lado 
derecho 
70 - 30 
0,50 - - - Pico demasiado ancho  
0,75 4,92 1,18 5626 
Pico definido, cubre área de 
selección 
1,00 2,96 1,22 5680 
Pico mejor definido, cubierto por 
el área de selección para 
integración 
Los valores presentados corresponden a los promedios de 3 lecturas 
 
De lo reportado, desde un análisis de platos teóricos, se podría optar por la proporción 
EtOH-H2O 50:50 a un flujo de 0,75 mL/min, así como a la proporción 70 : 30 a              1 
mL/min. Posteriormente, se considera referencialmente la capacidad separativa para 
poder discriminar, entre otros, benzodiacepinas, se usa como comparativo el 
nordazepam, empleado en la farmacopea americana para las pruebas de aptitud. 
 
FACTOR SELECTIVIDAD (CUALITATIVO) 
Las figuras 19 a 23 muestran los cromatogramas obtenidos en los ensayos para 









Fig. 19. Método USP – Separación Nordazepam – Diazepam 




Fig. 20. Método VERDE – EtOH:H2O (50:50) Separación Nordazepam – Diazepam 





Fig.21. Método VERDE – EtOH:H2O (70:30) Separación Nordazepam – Diazepam 
[tR(nordazepam): 4,840      ;  tR(diazepam):   5,422] 
 
 







Fig. 23. Método VERDE – EtOH:H2O (70:30) a flujo 1 mL/min. tR(diazepam): 2,973 
 
Si bien el método normalizado es más marcado en la separación, mediante el método 
verde aplicado también se pueden identificar ambas benzodiazepinas, pese a la 
cercanía. Además, el método en sí se focaliza más en la capacidad de identificación y 
cuantificación, mas no en la separación selectiva de varias benzodiazepinas. 
Al realizar las réplicas se observó que la proporción EtOH : H2O (50:50) tendían a 
ensancharse en la base luego de la 5ta aplicación, por lo que dejaban de ser 
reproducibles, situación que no se presentaba con la proporción EtOH : H2O (70:30). 
 
 
PROPUESTAS DE OPTIMIZACIÓN 
Se emplearon en la fracción acuosa del solvente EtOH : H2O (70:30). 
- Aplicación de buffer fosfato 0,01M; pH = 3 
 
Requería filtraciones periódicas, lavados extensos para evitar restos de buffer en los 
conductos y columna. 
Generó pobre resolución de pico, produciéndose ensanchamiento. 





- Aplicación de buffer acetato 2 %; pH = 3,5 
 
Requería filtraciones periódicas, lavados extensos para evitar restos de buffer en los 
conductos y columna. 
Generó pobre resolución de pico, se produjo ensanchamiento. 
Necesariamente se debía trabajar a 60 °C, por el incremento de la viscosidad de la fase 
móvil. 
 
- Aplicación de líquido iónico (IL: [BMIm]BF4) al 1 % 
 
Requería filtraciones periódicas, lavados extensos para evitar restos de solución en los 
conductos y columna. 
Generó pobre resolución de pico, produciéndose ensanchamiento 
Necesariamente debía prepararse en un solo recipiente porque la incorporación del 
líquido iónico al etanol tiende a producir abundantes burbujas por lo que requiere 
desgasificación previa. 
Necesariamente debía trabajarse a 60 °C, por el incremento de la viscosidad de la fase 
móvil. 
 
En la tabla 18 se presenta las condiciones cromatográficas seleccionadas para la 
técnica analítica verde propuesta. En la figura 24 se muestra el cromatograma obtenido 
para el diazepam aplicando la técnica analítica verde propuesta. 
 
Tabla 18. Condiciones cromatográficas seleccionadas para la técnica analítica verde 
 
PARAMETROS CARACTERÍSITICAS 
MODO DE ELUCIÓN Isocrático 
COLUMNA 
Octadecilsilano (C18), 5 µm 
Dimensiones: 4,6 mm x 250 mm 
SISTEMA PRESURIZADO HPLC 
TEMPERATURA DEL HORNO 60 °C 
FLUJO  1 mL/min 
SISTEMA DE SOLVENTES EtOH: H2O (70:30) 
VOLUMEN DE INYECCIÓN 10 µL 
LONGITUD DE ONDA 254 nm 
MUESTREO manual 


























SISTEMA DE SOLVENTES 
EtOH/H2O (70:30) 
FLUJO = 1 mL/min 
FLUJO = 1 mL/min 
TEMPERATURA = 60 °C 
TIEMPO DE CORRIDA = 5 min 
 
tR (tiempo de retención) =  2,97 
N/m  (Platos  teóricos/metro) = 3620 




VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALÍTICO VERDE 
 







Tabla 19. Resultados de las inyecciones de estándar de diazepam 



















 Promedio   0,000007114934 
 CV (%) o RSD   0,324 
 
ESPECIFICACION:  CV o RSD < 2 % 
 
Diluciones de Estándar        
 
10,2 x 1 x 99,99 = 0,010 
 




En la tabla 19 se presentan los resultados obtenidos a partir de inyecciones sucesivas 
del estándar de diazepam, realizadas para evaluar la aptitud del sistema cromatográfico, 
operación previa al proceso de validación. 
 




Pot. P/T (%): 99,99 





VALORACIÓN DE: :Diazepam 
MÉTODO :HPLC - UV/VIS 
TÉCNICA ANALÍTICA : TVAL-PUCP2018-V01 
 
Estándar de referencia 
Nombre DIAZEPAM   
Pot. (%) 99,99   
WST1= 10,2   
WST2= 10,4   
 
 
Tabla 20. Resultados de las inyecciones de estándar de diazepam para exactitud 
 
N° de Inyecciones Área de Diazepam Cantidad 
1 1406,4717 0.007229 
2 1415,8318 0.007181 
3 1400,3321 0.007260 
1 1447,5499 0.007165 
2 1459,3041 0.007107 
3 1439,0481 0.007207 
Promedio 0,007191 
RSD (%) 0,745806 
    
   
Tabla 21. Porcentajes de recuperación para la evaluación de exactitud en muestras 












Exactitud 80 %  
7,9865 1118,6242 8,044 100,72558 
8,0039 1125,0220 8,090 101,08144 
8,0006 1121,2424 8,063 100,78341 
Exactitud 100 %  
10,0061 1404,2796 10,099 100,92548 
10,0641 1411,5992 10,151 100,86687 
10,0495 1406,3099 10,113 100,63491 
Exactitud 120 %  
12,0131 1689,0402 12,147 101,11066 
12,0131 1683,8990 12,110 100,80290 
12,0329 1687,6912 12,137 100,86333 
   PROMEDIO 100,86607 




En las tablas 20 y 21 se observan los resultados correspondientes a los análisis 
realizados a muestras en 3 porcentajes de concentración y el estándar de comparación, 













Tabla 22. Resultados del estándar de diazepam para la precisión del sistema  






































ESPECIFICACION:  CV o RSD < 2 % 
 
En la evaluación de la precisión se considera la precisión del sistema cromatográfico 
(tabla 22) la cual se evalúa a través de la evaluación del RSD de los resultados de 
inyecciones sucesivas de estándar de diazepam. 




Pot. P/T (%): 99,99 
St1 (mg): 10,18 
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Tabla 23. Resultados del estándar de diazepam para evaluación de repetibilidad 




1 1406,4717 0.007229 
2 1415,8318 0.007181 
3 1400,3321 0.007260 
1 1447,5499 0.007165 
2 1459,3041 0.007107 
3 1439,0481 0.007207 
Promedio 0,007191 
RSD (%) 0,745806 
 
Tabla 24. Resultados para la evaluación de repetibilidad en muestras 
      
MUESTRA 
Peso de Muestra 
(mg) 
































    PROMEDIO 6,7211 
 
    s 0,0952 
 
    CV (%) 1,4159 
 
 
CV o RSD < 2 % 
Especificación:   5.93 - 7.26 g de PA por cada 100 g de tableta (90,0 – 110,0 %)        
Estándar de referencia 
Nombre  DIAZEPAM 
Lote  J0J208 
Potencia (%)  99,99 
Peso  (mg) ST 1 10,2 
  ST 2 10,4 
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g/100 g  = Factor st x Factor MPx Área de MP/ peso de muestra  
                                               Área de estándar  
                                                          
      
Intervalo de Confianza: X+/- t s /√n    
X= 6,7211 (promedio)    
ttabla= 2,571 (para n-1 grado de libertad y α =0,05)    
s= 0,0952 (desviación estandar)   
n= 6,0000 (número de muestra)    
      
Intervalo de Confianza = 6,62116152 - 6,820973885  
 
En las tablas 23 y 24 se observan los resultados correspondientes a los análisis 
realizados a muestras y el estándar de diazepam, para la prueba de repetibilidad del 




Tabla 25. Resultados del estándar de diazepam por analista para la prueba de 
precisión intermedia 
PRIMER ANALISTA SEGUNDO ANALISTA 
 
Estándar de Referencia 
Nombre :DIAZEPAM   
Lote            :J0J208   
'Pot. %  :99,99   
         St1 (mg) : 10,167   
         St2 (mg): 10,371  
 
 
Estándar de Referencia 
Nombre :DIAZEPAM   
Lote            :J0J208   
'Pot. %  :99,99   
         St1 (mg): 10,259   









1 1406,4717 0,007229 
2 1415,8318 0,007181 
3 1400,3321 0,007260 
1 1447,5499 0,007165 
2 1459,3041 0,007107 
3 1439,0481 0,007207 
 PROMEDIO 0,007191 










1 1437,4067 0,0071372 
2 1436,4077 0,0071421 
3 1437,2204 0,0071381 
1 1421,4760 0,0071742 
2 1421,6426 0,0071734 
3 1448,6636 0,0070396 
 PROMEDIO 0,007134 
 CV (%) 0,691717 
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g DIAZEPAM /100 g = Promedio Area MP x Factor de St x Factor Dilución / Peso de muestra 
 
En la tabla 25 se observa los resultados de los análisis al estándar de diazepam interanalistas, mientras en la tabla 26 los resultados interanalistas 
para muestras de diazepam en tabletas, aspectos considerados en la evaluación de la precisión intermedia. 
Muestra 
Peso de Muestra (mg) Área de Diazepam g de DIAZEPAM /100 g TAB 
1er Analista 2do Analista 1er Analista 2do Analista 1er Analista 2do analista 
























   
PROMEDIO 6,7211 6,6926 
PROMEDIO TOTAL ANALISTA 6.7068 





Tabla 27. Resultados individuales de elaboración de curvas de calibración y 










xi yi xi 2 yi 2 xiyi yi/xi 
80 % 0,0080 1115,62430 0,00006 1244617,58 8,9099 139688,762286358 
90 % 0,0090 1296,42730 0,00008 1680723,74 11,6696 144026,314088315 
100 % 0,0100 1427,74060 0,00010 2038443,22 14,2861 142687,020917240 
110 % 0,0110 1561,70950 0,00012 2438936,56 17,1814 141952,257921720 
120 % 0,0120 1695,6397 0,00014 2875193,99 20,3699 141149,220434359 













xi yi xi 2 yi 2 xiyi yi/xi 
80 % 0,0080 1121,2424 0,00006 1257184,52 8,9743 140087,00758380 
90 % 0,0090 1302,6851 0,00008 1696988,47 11,7329 144635,46023215 
100 % 0,0101 1429,6063 0,00010 2043774,17 14,3877 142050,08892996 
110 % 0,0110 1556,2523 0,00012 2421921,22 17,1248 141427,32214564 
120 % 0,0120 1694,1702 0,00014 2870212,67 20,3522 141026,89563893 
 0,0501 7103,9563 0,0005 10290081,05 72,5720 709226,77453047 









xi yi xi 2 yi 2 xiyi yi/xi 
80 % 0,0080 1125,022 0,00006 1265674,50 9,0009 140617,20370972 
90 % 0,0090 1306,0131 0,00008 1705670,22 11,7583 145060,34336570 
100 % 0,0100 1430,1157 0,00010 2045230,92 14,3719 142307,14960943 
110 % 0,0110 1575,0265 0,00012 2480708,48 17,3209 143220,38686257 
120 % 0,0120 1694,1749 0,00014 2870228,59 20,3859 140794,76005033 
 0,0501 7130,3522 0,0005 10367512,70 72,8380 711999,84359775 
        
 0,1502 21331,4 0,0015 30935508,8 217,8268 2130730,1938  
    Promedio 14,5218 142048,6796  
    Varianza 17,1901 2629073,7780  








CV (%) o RSD 1,1415 
60 
 
Fig. 25. Curvas de calibración para linealidad del método verde 
 
En la tabla 27 se observan los valores obtenidos para la obtención de cada una de las 
curvas de calibración de comparación, así mismo en la tabla 28 la correspondiente 
evaluación estadística complementaria. Luego, la correspondencia de las 3 curvas de 
calibración de diazepam puede observarse en la figura 25. 
 
Tabla 28. Evaluación de resultados de linealidad 
     
Recta de Regresión        
140469,8132 X   +   15,6768 
Coeficiente de Correlación Conforme 
         r       >      0,999  0,99749    
Coeficiente de determinación Conforme 
        r2      >      0,998  0,99500    
Análisis de la Varianza Conforme 
    Gexp    <     Gtabla  0,5773      < 0,6800               
Test de linealidad        Conforme 
     CV      <     5 %                           1,1415                
Test de t de Student Conforme 
     t exp   >      t tabla   50,7942      > 2,1600               
Test de proporcionalidad Conforme 
Límite de confianza del intercepto debe incluir al 0 Conforme 
     -44,729 <        a       <       76,083   
Test de t de Student  Conforme 










St1 (mg) 10,1670 





Tabla 29. Resultados de la prueba de selectividad 
 
En la tabla 29 se observan los resultados correspondientes a las evaluaciones 
cualitativas de la prueba de selectividad, donde evidencia que tanto los excipientes 






1 1406,4717 0,0072287 
2 1415,8318 0,0071809 
3 1400,3321 0,0072604 
1 1447,5499 0,0071645 
2 1459,3041 0,0071068 
3 1439,0481 0,0072068 
  Promedio 0,00719 
  RSD (%) 0,74581 
PRUEBA 1: PLACEBO (EXCIPIENTES) 
Muestra 1 Muestra 2 
Peso de muestra (mg) 141,70 mg Peso de muestra (mg) 141,60 mg 
Área de interferencia 0,0000 Área de interferencia 0,0000 
%Interferencia 0,0000 % %Interferencia 0,0000 % 
PRUEBA 2: DILUYENTE (METANOL) 
Muestra diluyente Muestra diluyente 
Cantidad 10 µL Peso de muestra (mg) 10 µL 
Área de interferencia 0,0000 Área de interferencia 0,0000 
%Interferencia 0,0000 % %Interferencia 0,0000 % 
PRUEBA 3: PRINCIPIO ACTIVO 
Muestra 1 Muestra 2 
Peso de muestra (mg) 10,16 mg Peso de muestra (mg) 10,04 mg 
Área de interferencia 0,0000 Área de interferencia 0,0000 
%Interferencia 0,0000 % %Interferencia 0,0000 % 
PRUEBA 4: PRINCIPIO ACTIVO + PLACEBO (EXCIPIENTES) 
Muestra 1 Muestra 2 
Peso de muestra (mg) 151,70 Peso de muestra (mg) 151,60 
Área de interferencia 0,0000 Área de interferencia 0,0000 





















10,394 1444,4279 10,3874 99,94 
10,394 1446,0828 10,3993 100,05 
a 
10,253 1420,8176 10,2176 99,66 




10,198 1416,0673 10,1835 99,86 
10,198 1410,3854 10,1426 99,46 
b 
10,145 1405,6582 10,1086 99,64 
10,145 1413,2426 10,1632 100,18 
 
TEMPERATURA 
DE BAÑO MARÍA 
C 
10,377 1440,8566 10,3617 99,85 
10,377 1438,0349 10,3415 99,66 
c 
10,210 1419,3562 10,2071 99,97 




10,183 1408,1713 10,1267 99,45 
10,183 1413,3191 10,1637 99,81 
d 
10,227 1422,7461 10,2315 100,04 




10,230 1412,7794 10,1598 99,31 
10,230 1406,1089 10,1119 98,85 
e 
10,096 1397,9646 10,0533 99,58 




10,272 1426,4510 10,2581 99,87 
10,272 1414,7130 10,1737 99,04 
g 
10,255 1422,0721 10,2267 99,72 
10,255 1429,9618 10,2834 100,28 
ESTABILIDAD 
G 
10,359 1435,7509 10,3250 99,67 
10,359 1438,3766 10,3439 99,85 
g 
10,201 1416,1145 10,1838 99,83 
10,201 1418,2133 10,1989 99,98 
 
 
En la tabla 29 se observan los resultados expresados en porcentaje de recuperación del 
diazepam al ser sometido a pequeñas variaciones previstas para la evaluación de la 
robustez del método analítico propuesto. Estos resultados corresponden a la evaluación 
de parámetros individualizados. 
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1 2 3 4 5 6 7 8 
A/a A A A A a a a a 
B/b B B b b B B b b 
C/c C c C c C c C c 
D/d D D d d d d D D 
E/e E e E e e E e E 
F/f F f f F F g g F 
G/g G g g G g G G g 
RESULTADO 99,976 99,827 99,853 99,437 99,348 99,865 99,726 99,607 
 





EFECTO A 99,77358198 99,63659443 0,136987549 NO SIGNIFICATIVO 
EFECTO B 99,75446713 99,65570928 0,098757852 NO SIGNIFICATIVO 
EFECTO C 99,72594109 99,68423532 0,04170577 NO SIGNIFICATIVO 
EFECTO D 99,78428587 99,62589054 0,158395327 NO SIGNIFICATIVO 
EFECTO E 99,82552044 99,58465598 0,240864465 SIGNIFICATIVO 
EFECTO F 99,59234949 99,81782693 0,225477444 SIGNIFICATIVO 
EFECTO G 99,75113801 99,6590384 0,092099613 NO SIGNIFICATIVO 
VALOR COMPARATIVO: 2,24 x SRep 0,213170494 
 
En la tabla 31 se observan los resultados del diseño experimental de Youden-Steiner, 
estos al ser comparado al valor comparativo de la desviación estándar relativa permite 
obtener los resultados de efectos individualizados vistos en la tabla 32. 
 
6. RANGO ANALÍTICO 
 










Para establecer el rango analítico se consideraron los resultados previos obtenidos en 
la evaluación de los parámetros de linealidad, exactitud y precisión. Estableciendo un 
intervalo analítico entre 80 y 120 % (Tabla 33).  
ELEMENTOS RANGO RESULTADO 
Exactitud 80 % - 120 %  Cumple  
Precisión 80 % - 120 %  Cumple  
Linealidad 80 % - 120 %  Cumple 
Resultado:  Rango:  80 % - 120 % 
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Fig. 26. Comparación de cromatogramas y parámetros analíticos del método USP y 
método verde propuesto 
En la figura 26 se observan los cromatogramas y parámetros separativos obtenidos al 
comparar la metodología recomendada por la USP y el método verde validado para la 




SISTEMA DE SOLVENTES 
ACN/H2O/MeOH (40:40:20) 
FLUJO = 1 mL/min 
TEMPERATURA = 25 °C 
tR =8,47 
N/m = 5660  
Asimetría = 1,06 




SISTEMA DE SOLVENTES 
EtOH/H2O (70:30) 
FLUJO = 1 mL/min 
FLUJO = 1 mL/min 
TEMPERATURA = 60 °C 
tR =  2,97 
N/m = 3620 
Asimetría = 1,04 





En la tabla 34 se observa la evaluación de parámetros verdes para la elaboración de los 
pictogramas NEMI y así comparar la ventaja ecológica del método verde respecto al de 
la farmacopea americana para la determinación de diazepam en tabletas. 
Tabla 34. Evaluación de parámetros verde la asignación en pictograma NEMI 
PARÁMETROS  MÉTODO VERDE MÉTODO USP 

















Entre 2 a 12 Entre 2 a 12 
PARAMETRO 4: 
DESECHOS 
Se producen menos de 50 mL 
de desechos de sistema de 
solventes por análisis de 1 
muestra. 
Se producen menos de 50 mL 
de desechos de sistema de 
solventes por análisis de 1 
muestra. 
 
* EPA – Toxic Release Inventory (TRI) – Persistent Bioaccumulative Toxic (PBT) 




Fig.27. Pictogramas NEMI posterior al análisis verde realizado al método USP y 




La evaluación cuantitativa del impacto al medio ambiente de los métodos analíticos a 
comparar se realiza por la evaluación de los puntos de penalidad al aplicar la ecoescala 
analítica, como se observa en la tabla 35. 
Tabla 35. Comparación de puntos de penalidad para método verde y USP 
 
MÉTODO USP 





Acetonitrilo (6 mL) 4 
Metanol     (3 mL) 6 





PELIGROS OCUPACIONALES Ninguno 0 
DESPERDICIOS 
15 mL 5 
No tratamiento 3 
TOTAL DE PUNTOS DE PENALIDAD 19 
PUNTAJE TOTAL DE LA ECOESCALA ANALÍTICA 81 
 
CÁLCULO DE PUNTOS DE PENALIDAD PARA SOLVENTES 
  Pictograma Peligrosidad PPs 
SOLVENTE1 Metanol 3 2 6 
SOLVENTE2 Acetonitrilo 2 2 4 









Etanol (3,5 mL)  4 





PELIGROS OCUPACIONALES Ninguno 0 
DESPERDICIOS 
5 mL 3 
Reciclaje 0 
TOTAL DE PUNTOS DE PENALIDAD 8 
PUNTAJE TOTAL DE LA ECOESCALA ANALÍTICA 92 
 
CÁLCULO DE PUNTOS DE PENALIDAD PARA SOLVENTES 
  Pictograma Peligrosidad PPs 
SOLVENTE1 Etanol 2 2 4 





El desarrollo de métodos alternativos a los existentes evitando el impacto al medio 
ambiente es una de las preocupaciones actuales de la química. Es por ello, que tanto la 
química verde como la química analítica verde brindan diversas alternativas para 
optimizar los procedimientos químico-analíticos.  
En el presente estudio se planteó una propuesta verde basada en el reemplazo de 
solventes y la optimización de las condiciones cromatográficas. Es por ello que en el 
desarrollo analítico se planteó primariamente el reemplazo del acetonitrilo y el metanol 
(parte del sistema de solventes propuesto por la USP, para valoración de diazepam) por 
el etanol54, solvente que impacta en menor manera al medio ambiente. Sin embargo, 
una de las grandes dificultades encontradas fue que este, así como sus combinaciones 
con agua presentaban alta viscosidad55,56, lo que se veía reflejado en incrementos de la 
presión al analizarlos a la temperatura ambiente. Además, los picos obtenidos en los 
pilotos resultaban demasiado anchos, por lo que se consideró necesario el incremento 
de la temperatura para disminuir la viscosidad de solvente, dado que la columna de 
trabajo seleccionada es considerada como “médium bar”, es decir que solo soportaba 
como máximo presiones de 250 bar57. 
De acuerdo a los resultados preliminares realizados (Tabla 14 y 15) a las proporciones 
de EtOH / H2O (50:50 y 100:0) tanto al aumentar la temperatura y disminuir la velocidad 
de flujo, se manejaban presiones dentro del rango de trabajo de la columna 
cromatográfica. 
Luego al evaluar la influencia del flujo, se evidencia que el sistema de solventes    EtOH 
/ H2O (70:30) a la velocidad de flujo de 1 mL/min y 60 °C de temperatura de trabajo58,59, 
mostraba la aparición más temprana del pico de diazepam (tR = 2,96). 
En la figura N° 19 se observa una adecuada separación entre los analitos de 
comparación (aptitud del sistema – USP 40), según esta bibliografía el nordazepam 
tiende a aparecer previamente al diazepam, lo cual queda demostrado, además ambos 
picos se observan individualizados, luego del efecto separativo producido en la columna 
mediante la interacción con el solvente y el analito, sin embargo estos resultan bastante 
anchos (1 min de base para cada uno) además que el tiempo de corrida regularmente 
puede ir de 12 a 15 minutos. Tanto en el método USP como en la propuesta realizada, 
los platos teóricos fueron menores a 2000, pese a que la técnica normalizada para 
diazepam indica que el número de platos debe ser no menor de 5000. Para constatar la 
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eficiencia de columna, se hizo pilotos con cafeína citrato, obteniéndose platos teóricos 
mayores a 6000, lo cual indica un buen estado de la columna cromatográfica. 
Luego al probar los solventes hasta el momento seleccionados EtOH / H2O (50:50 y 
70:30), se observa que la primera proporción tiende a separar mejor ambos analitos. Sin 
embargo, resulta que al tratar de reproducir en ocasiones posteriores a partir de la 4 ta 
corrida se producía ensanchamiento de banda, por lo cual se descarta. Al analizar la 
segunda proporción, si bien, los picos de diazepam y nordazepam tienden a estar más 
juntos, estos pueden observarse individualmente a distintos tiempos de retención (tR 
(nordazepam): 2,487 y tR (diazepam): 2,973). Estos picos eran reproducibles en lecturas 
continuas, lo que ayuda a la selección de esta proporción.  Así mismo, se selecciona 
esta proporción a la temperatura de 60 °C porque a esta se da el menor tiempo de 
aparición del diazepam y permitiría realizar análisis de solo 5 minutos. 
Sobre la base de la proporción y condiciones seleccionadas se buscó optimizar aún más 
el sistema de solventes. En el estudio de Eldin et al18, se realizó la validación de una 
técnica analítica verde propuesta para la determinación de clonazepam en tabletas, 
particularmente ellos emplearon como fase móvil SDS 2 %, isopropanol y buffer acetato 
de sodio a pH = 3,5 en una columna C8 a tamaño de 5 µm al flujo de  1,5 mL/min en 
condiciones isocráticas y a temperatura ambiente sin embargo no indican la capacidad 
límite de presión de la columna, por lo que se da a entender que se trataría de una 
columna tipo Hibar (High bar o de alta presión) dado que los solventes y soluciones 
empleadas resultan siendo altamente viscosos. Con estos antecedentes y otras 
evidencias, se optó por tratar de optimizar el sistema de solventes mediante la aplicación 
de soluciones buffer (acetato y fosfato)60 así como el empleo de líquido iónico 
([BMIm]BF4)61,62, el cual fue seleccionado por sus características físicas (no presentaba 
color, que podría ser un posible interferente) así como su capacidad separativa y por 
encontrarse disponible para su empleo en el laboratorio. Sin embargo, ninguna de estas 
tres propuestas mostró una significativa optimización, considerando que, al tratarse de 
sales, luego de la corrida cromatográfica debería realizarse periodos de lavado de 
columna continuos para evitar sedimentación. Adicionalmente, cabe precisar que al 
emplear el líquido iónico y ponerlo en contacto con el etanol, se formaban burbujas que 
requerían eliminarse por desgasificación, además que los periodos de estabilización de 
la presión resultaban inestables, fluctuantes y bastante largos, mayores a los 20 
minutos, lo que se veía reflejado en la formación de mayor cantidad de desperdicios. 
Por ser un periodo corto de análisis, el modo de elución seleccionado fue el isocrático y 
al tratarse de un equipo de inyección manual, las aplicaciones de muestras implicaban 
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necesariamente la presencia del tesista durante todo el proceso cromatográfico y 
desarrollo de las lecturas. 
Los parámetros de validación seleccionados para dar soporte a la técnica analítica 
fueron de acuerdo a la naturaleza del producto a estudiar, al tratarse de tabletas 
constituidas por el placebo (excipientes) y el principio activo (diazepam), se 
consideraron los parámetros correspondientes a la categoría I de ensayos analíticos 
(según USP 40): exactitud, precisión, selectividad, linealidad e intervalo; adicionalmente 
se incluyó la robustez, aunque esta es abordada en algunos casos desde el desarrollo 
analítico38. Tanto el límite de detección y cuantificación no se consideraron por no estar 
dentro de esta categoría. Las valoraciones de principios activos desde un enfoque de 
control de calidad de medicamentos, evalúan su presencia de acuerdo a rangos de 
aceptabilidad que habitualmente van entre el 90 y 110 %, por lo que no resulta necesario 
evaluar el analito como si fuese una traza o hasta el límite de saturación de la prueba. 
Para el caso de la precisión, esta evalúa la dispersión producida al comparar los 
subparámetros de repetibilidad y reproducibilidad. Sin embargo, este último implica 
tanto en trabajos interlaboratorios, interequipos y al menos con 2 operadores distintos, 
situación que es complicada en la práctica habitual en los laboratorios de control de 
calidad, por tanto, se cuenta con la opción de la precisión intermedia la cual considera 
la dispersión del método entre analistas. 
Para el caso de la selectividad63, esta se enfoca de diversas maneras, por ejemplo la 
capacidad que tiene la técnica analítica para distinguir un analito de otros de la misma 
familia o de similares propiedades, pero este enfoque fue desestimado por que se busca 
la identificación de un analito único no de la evaluación de la capacidad separativa de 
la técnica aplicada a varias sustancias. Luego también se enfoca desde condiciones de 
degradabilidad que lo acercan más a los estudios de estabilidad de formas 
farmacéuticas, lo cual no estaba dentro del alcance del estudio. Es por ello que se 
priorizó la evaluación de la posible influencia o interferencia en los resultados por parte 
de los excipientes de la fórmula, así como del solvente empleado para la preparación 
de las muestras. Para la evaluación de la robustez analítica, se consideraron tanto 
parámetros relacionados directamente con la técnica verde, así como los 
correspondientes a la preparación de muestra de tabletas.  
La formulación del placebo estuvo a cargo de un laboratorio farmacéutico nacional de 
acuerdo a fórmula reservada, brindaron los certificados de análisis de cada excipiente 
empleado y el peso final de tableta fue de 151,6 mg.  
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Del parámetro de exactitud, se observó que en los 3 porcentajes de trabajo (80 %,  100 
% y 120 %) el porcentaje de recuperación del principio activo a partir de muestras de 
tabletas era poco mayor al 100 % con un RSD del 0,15 %, mientras en los resultados 
de precisión (repetibilidad y precisión intermedia) se obtuvieron dispersiones < 2 %. 
En la evaluación de la linealidad se evidenció gráficamente que las 3 curvas propuestas 
confluyen en los puntos de concentración vs área. Además, tanto el coeficiente de 
correlación y de determinación resultan mayores a 0,99 lo cual indica que existe una 
asociación del 99 % entre la variable independiente (concentración de diazepam) y 
variable dependiente (área). Estos resultados tienen el soporte de los test de linealidad 
y proporcionalidad, los cuales presentan significancia estadística. En la evaluación de la 
selectividad, se evidenció que tanto el diluyente como los excipientes no muestran señal 
analítica por ese motivo no se constituyen en interferentes que afecten la lectura del 
principio activo. En la prueba de robustez se consideraron 7 factores con 2 variaciones, 
mediante la prueba de Youden-Steiner64 se vio que, en 5 de ellos, las pequeñas 
variaciones empleadas no tenían un efecto significativo en el método, es decir, vuelven 
al método robusto. Sin embargo, para el efecto E y F (longitud de onda y estabilidad), 
estos resultaron significativos, por lo que fue necesario hacer una evaluación de grupos 
individualizados, mostrando que los porcentajes de recuperación son bastante cercanos 
y además se debe contemplar que al haber resultado la desviación estándar relativa de 
la repetibilidad bastante reducida, el valor comparativo de Youden-Steiner solo admitiría 
pequeñísimas variaciones. 
La ecoescala analítica fue diseñada para evaluar de manera cuantitativa cuán verde 
podría resultar un método propuesto; en un inicio contemplaba varios parámetros de 
evaluación65, luego esta fue adaptándose conforme al campo de aplicación, por eso en 
la aplicación a la cromatografía analítica verde, se muestra una versión más concisa y 
reducida para evaluar con mayor rapidez los métodos13. Para determinar los puntos de 
penalidad, primero se definió que solo se iba a considerar al método analítico, más no 
al procedimiento extractivo del principio activo, de allí que se evaluaran las penalidades 
del metanol, etanol, acetonitrilo y agua (de las fases móviles), que se calculan mediante 
el número de pictogramas de seguridad por el tipo de rotulado (Warning = X1; Danger 
= X2), resultando que el metanol (3 pictogramas y rótulo Danger) tiene mayor puntos de 
penalidad que el acetonitrilo (2 pictogramas y rótulo Danger), cabe indicar que este es 
un criterio de calificación referencial, al comparar varias guías de clasificación de 
solventes8, concluyen al considerar al metanol como un solvente verde, mientras al 
acetonitrilo como un solvente de cuidado. Además, las propuestas para la cromatografía 
analítica verde recomiendan el reemplazo del acetonitrilo por otros solventes verdes. 
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Además, desde un criterio de manejo de intoxicaciones, el metanol con solo una 
cucharada puede producir insuficiencia renal, acidosis metabólica, ceguera y 
agranulocitosis; paradójicamente su antídoto es el etanol directamente infundido en el 
torrente sanguíneo, debido a su mayor afinidad enzimática al alcohol deshidrogenasa66. 
El método verde obtuvo un puntaje mayor en la ecoescala analítica (92) en comparación 
al método normalizado (81), en consecuencia, se constituye en un método analítico 
verde y más ecoamigable que el recomendado por la farmacopea americana.  
Los pictogramas NEMI son parte del sistema de métricas cualitativas verdes que se han 
ido optimizando a pasar de los años, pero que aún aporta un marco analítico inicial sobre 
las características de un método según sus parámetros de evaluación67, los cuales están 
sustentados en las listas y guías internacionales68-70, de ahí que 3 de los parámetros 
coincidieran al no ser potenciales generadores de cantidades grandes de desperdicios, 
que no trabajen en pH extremos, ni que se encuentren en los listados de PBTs. Sin 
embargo, al realizar la evaluación de peligrosidad, se observó que tanto el metanol como 
el acetonitrilo se encuentran presentes en el listado de sustancias peligrosas de la EPA 
en la subclasificación D con los códigos U154 y U003 respectivamente, lo cual hace que 
el campo para este parámetro permanezca en blanco y evidencie que el método 
farmacopeico resulta menos verde que el método propuesto. 
Finalmente, al comparar ambos métodos USP y verde, se destaca que la cantidad de 
residuos de solventes producidos por el método verde por corrida es 2 veces menor al 
producido por el método USP. Además, al contener el primero solo etanol y agua, hace 
posible la reutilización del solvente mediante destilación o evaporación rotatoria, caso 
que no puede darse con los residuos de la fase móvil USP, porque se trata de una 















- Se logró establecer una técnica analítica verde para la valoración de diazepam en 
tabletas, basada en los criterios de reemplazo de solvente (metanol, acetonitrilo) y 
optimización de las condiciones (incremento de temperatura). 
 
- El método analítico verde propuesto y validado resulta ser exacto, preciso, robusto, 
selectivo para la identificación y cuantificación de diazepam presente en tabletas. 
 
- Las métricas empleadas: pictogramas NEMI y eco escala analítica demostraron que 
el método validado es verde y que resulta más ecoamigable que el método 
normalizado de la farmacopea americana. 
 
- El método verde validado en comparación al método farmacopeico permite la 
determinación de diazepam a menores tiempos de retención, empleando pocos 


















- Para ensayos posteriores se pueden complementar otras métricas analíticas verdes 
de corte cuali-cuantitativo que precisen con mayor detalle la calificación del método 
analítico propuesto. 
 
- Se puede considerar dentro del análisis verde la optimización del sistema de 
extracción del principio de las tabletas, mediante el empleo de solventes verdes 
como etanol o agua; asimismo, se puede evaluar la optimización del sistema de 
solventes mediante el empleo de líquidos iónicos. 
 
- Se puede considerar el empleo de columnas cromatográficas con tamaño de 
partícula reducido (< 5 µm) y que sean más afines al metabolito a separar 
(benzodiazepina), para ser empleado en un sistema cromatográfico de ultra presión 
(UHPLC). 
 
- Se puede extender el alcance de esta técnica para la separación de 
benzodiazepinas en muestras múltiples o que estén contenidas en matrices 
biológicas (sangre, suero, cabello, etc), de interés del campo de la toxicología 
analítica. 
 
- Este estudio puede servir de modelo para otros estudios de optimización de 
sistemas cromatográficos ecoamigables y trabajar no solo con matrices del campo 
farmacéutico, sino también otras para el rutinario control de calidad como en la 
industria alimentaria o cosmética. Ejemplo: determinación de cafeína en bebidas 
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Anexo 6. Comparación de guías de selección de solventes 
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